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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen neuen Wachstums-ZDifferenzierungsfaktor der TGF-P-Familie und 
daf Qr codierende DNA-Sequenzen. 
5 Zu der TGF-P-Familie von Wachstumsfaktoren gehoren die BMP-, TGF- und Aktivin/Inhibin-verwandten 
Proteine (Roberts und Spom, Handbook of Experimental Pharmacology 95, 419-472 (1990)). Sie sind fDr einen 
weiten Bereich medizinischer Behandlimgsmethoden und Anwendungen relevant. Diese Faktoren eignen sich in 
Verfahren, welche die Wundheilung und die Gewebewiederherstellung betreffen. Weiterhin induzieren mehrere 
Mitglieder der TGF-p Familie das Gewebewachstum, wie zum Beispiel das Wachstum von Knochen. 

10 Wozney (Progress in Growth Factor Research 1 (1989X 267—280) und Vale et aL (Handbuch of Experimental 
Pharmacology 95 (1990), 211 —248) beschreiben verschiedene Wachstumsfaktoren, wie etwa diejenigen, die mit 
der BMP- und der Aktivin/Inhibin-Gruppe verwandt sind. Die Mitglieder dieser Gruppe weisen signifikante 
strukturelle Ahnlichkeiten auf. Der Vorlaufer des Proteins besteht aus einer aminoterminalen Signalsequenz, 
einer Propeptid- und einer carboxyterminalen Sequenz von 110 bis 140 AminosSuren, die vom Vorlaufer 

15 abgespalten wird und das reife Protein darstellt. Weiterhin sind ihre Mitglieder durch eine Aminosauresequenz- 
homologie definiert Das reife Protein enth^lt die am hdchsten konservierten Sequenzen, insbesondere sieben 
Cysteinreste, die unter den Familiemitgliedem konserviert sind Die TGF-p-artigen Proteine sind multifunktio- 
nelle, hormonell aktive Wachstumsfaktoren. Sie weisen auch verwandte biologische Aktivitaten, wie etwa 
chemotaktische Attraktion von Zellen, Forderung der Zelldifferenzierung und Gewebe-induzierende Fahigkei- 

20 ten auf. EP 0 222 491 A 1 offenbart Sequenzen von Inhibin alpha und beta Ketten, 

Insgesamt zeigen die Proteine der TGF-p-Familie Unterschiede in ihrer Struktur, was zu erheblichen Variatio- 
nen in ihrer genauen biologischen Funktion fOhrt Weiterhin werden sie in einem weiten Bereich unterschiedli- 
cher Gewebearten und Entwicklungsstufen gefunden. Folglich konnen sie Unterschiede hinsichtlich ihrer genau- 
en Funktion, z. B. der erforderlichen zellularen physiologischen Umgebung, ihrer Lebensdauer, ihrer Zielorte, 

25 ihrer Erfordemisse fUr Hilfsfaktoren und ihrer Bestandigkeit gegen Abbau aufweisen. Obwohl zahlreiche 
Proteine, die ein Gewebe-induktives Potential zeigen, beschrieben werden, mussen ihre natUrlichen Aufgaben 
im Organismus und noch bedeutsamer ihre medizinische Relevanz noch im Detail erforscht werden. Das 
Vorhandensein von noch unbekannten Mitgliedem der TGF-P-Familie, die fOr die Differenzierung/Induktion 
von verschiedenen Gewebearten bedeutsam sind, wird mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen. Eine groBe 

30 Schwierigkeit bei der Isolierung dieser neuen TGF-P-artigen Proteine besteht jedoch darin, daB ihre Funktionen 
noch nicht genau genug fiir die Entwicklung eines unterscheidungskraftigen Bioassays beschrieben werden 
kdnnea Andererseits ist die erwartete Nukleotidsequenzhomologie zu bekannten Mitgliedern der Familie zu 
gering, um ein Screening durch klassische NukleinsSurehybridisierungstechniken zu ermoglichen. Dennoch ist 
die weitere Isolation und Charakterisierung von neuen TGF-P-artigen Proteinen dringend erforderlich, um 

35 weitere Induzierungs- und Differenzierungsproteine bereitzustellen, die alle gewttnschten medizinischen Erfor- 
demisse erfOllen. Diese Faktoren kdnnten medizinische Anwendung bei der Heilung von SchSden und der 
Behandlung von degenerativen Erkrankungen von verschiedenen Geweben finden. 

In der Patentanmeldung PCT/EP93/00350 ist eine Nukleotid- und Aminos§uresequenz fur das TGF-P-Protein 
MP- 121 angegeben, wobei ein GroBteil der dem reifen Peptid entsprechenden Sequenz angegeben ist. Die 

40 vollstandige Sequenz des Propeptids MP- 1 2 1 wird nicht offenbart. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe besteht darin, DNA Sequenzen bereitzustellen, 
die fur neue Mitglieder der TGF-p- Proteinfamilie rait mitogenem und/oder Differenzierungs-induktivem Poten- 
tial codieren. Insbesondere besteht die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin, die vollstandige DNA- und 
Aminosauresequenz des TGF-Proteins MP-121 bereitzustellen. 

45 Diese Aufgabe wird gelost durch ein DN A-Molektil, das fUr ein Protein der TGF-P-Familie codiert und 

a) den fDr das reife Protein codierenden Anteil und gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in SEQ 
ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz, 

b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende Nukleotid- 
50 sequenz, 

c) eine einem allelischen Derivat einer der Sequenzen aus (a) und (b) entsprechende Nukleotidsequenz, oder 

d) eine mit einer der Sequenzen aus (a), (b) oder (c) hybridisierende Sequenz umf aBt 

unter der Voraussetzung, daB ein DN A-Molekul gemaB (d) zumindest den fur ein reifes Protein der TGF-P-Fa- 
55 milie codierenden Anteil enthalt 

Weitere AusfGhrungsformen der vorliegenden Erfindung betreffen den Gegenstand der Ansprtiche 2 bis 10. 
Andere Merkmale und Vorteile der Erfindung gehen aus der Beschreibung der bevorzugten Ausfflhrungsfor- 
men hervor. Die SequenzprotokoUe und Zeichnungen werden jetzt kurz beschrieben. 

SEQ ID NO. 1 zeigt die vollstandige Nukleotidsequenz der fUr das TGF-p-Protein MP-121 codierenden DNA. 
60 Das ATG-Startcodon beginnt mit Nukleotid 128. Der Start des vollst&ndigen reifen Proteins beginnt mit 
Nukleotid 836. 

SEQ ID NO. 2 zeigt die vollstandige Aminosauresequenz des TGF-p-Proteins MP-121, die aus der in SEQ ID 
NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz abgeleitet wurde. Der Beginn des bevorzugten reifen Proteins liegt bei 
Aminosaure 237. 

65 Fig. 1 zeigt einen Vergleich der Aminosauresequenz von MP-121 mit einigen Mitgliedem der TGF-P-Familie 
(inhibin a- und P-Ketten) mit Beginn am ersten der sieben konservierten Cysteinreste. * bedeutet, daB die 
Aminosaure in alien verglichenen Proteinen gleich ist; + bedeutet, daB die Aminosaure in mindestens einem der 
Proteine im Vergleich zu MP-121 tibereinstimmt. 
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Fig. 2 zeigt die Nukleotidsequenzen der Oligonukleotidprimer, die in der vorliegenden Erfindung verwendet 
wurden und einen Vergleich dieser Sequenzen mit bekannten Mitgliedern der TGF-P-Familie. M bedeutet A 
Oder Q S bedeutet C oder G. R bedeutet A oder G und K bedeutet G oder T. 2a zeigt die Sequenz des Primers 
OD, 2b zeigt die Sequenz des Primers OID. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung umfaBt der Begriff "reifes Protein** darOber hinaus aber auch funktio- 5 
nelle Teilbereiche des Gesamtproteins, die im wesentlichen gleiche biologische Aktivitat aufweisen und vorzugs- 
weise seiche Teilbereiche, die mindestens den Bereich der sieben in der TGF-P-Familie konservierten Cysteine 
umfassen. Insbesondere ist es hierbei mSglich, daB der N-Terminus des reifen Proteins leicht modifiziert ist, also 
von der in SEQ ID NO. 2 gezeigten Sequenz abweicht Es kdnnen hier sowohl zusStzliche Aminos^uren, die die 
Funktionalitat des Proteins nicht beeinflussen, vorhanden sein als auch Aminosauren fehlen, soweit auch in 10 
diesem Fall die Funktionalitat nicht eingeschrankt ist Bevorzugt ist jedoch, daB das Protein alle Aminosauren ab 
AminosSure 237 der in SEQ ID NO. 2 gezeigten Aminosauresequenz enthait Von anderen Familienmitgliedern 
der TGF-P-Familie ist bereits bekannt, daB das Anhfingen zusatzHcher Aminosluren an den N-Terminus des 
reifen Proteins die Aktivitat nicht beeintrSchtigt, wobei u. a. 6 zusfitzliche Histidine am N-Terminus angehSngt 
wurdea is 

Die vorliegende Erfindung umfaBt also den fiir das reife Protein gem^B obiger Definition codierenden Anteil 
und gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz sowie 
Sequenzen, die dieser Sequenz im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechen und allelische 
Derivate solcher Sequenzen. Weiterhin umfaBt die vorliegende Erfindung auch mit derartigen Sequenzen 
hybridisierende Sequenzen unter der Voraussetzung, daB ein solches DNA-Molektil zumindest den ftir ein reifes 20 
Protein der TGF-P-Familie (gera^B der obigen Definition) codierenden Anteil vollstandig enthalt und die 
biologische Aktivitat erhalten bleibt. 

Der Begriff "funktioneller AnteiF im Sinne der vorliegenden Erfindung bedeutet einen Proteinanteil, der in der 
Lage ist, z. B. als Signalpeptid-, Propeptid- bzw. reifer Proteinanteil zu wirken, d. h. mindestens eine der biologi- 
schen Funktionen der nattirlichen Anteile von MP-121 erfullen. 25 

Der for den reifen Anteil des Proteins codierende Bereich reicht vorzugsweise von Nukleotid 836 bis zum 
Stopcodon, welches bei Nukleotid 1184 der in der SEQ ID NO. 1 gezeigten Sequenz beginnt. Gegebenenfalls 
kann das DNA-MolekCI noch weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Sequenz umfassen, 
namlich die fiir den Signal oder/und PropeptidanteiJ codierenden Nukleotidsequenzen. Besonders bevorzugt 
umfaBt das DNA-Molekfil die Sequenz fiir den Signal- und Propeptidanteil und den Anteil des reifen Proteins, 30 
d. h. die Nukleotide 128 bis 11 84 der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Sequenz, Andererseits kann das DNA-Molekiil 
neben dem fiir das reife Protein codierenden Anteil auch noch funktionelle Signaloder/und Propeptidanteile von 
anderen Proteinen, z. B. von Proteinen mit Cystine Knot Motif (Cell, Vol. 73 (1993), S. 421—424) und insbesonde- 
re von anderen Proteinen der TGF-p-Familie, z. B. den oben genannten Aktivin/Inhibin- oder BMP-Pro teinen, 
insbesondere auch MP52 (siehe PCT/EP94/02630) umfassen. Die entsprechenden Nukleotidsequenzen sind aus 35 
den oben genannten Referenzen zu entnehmen, auf deren Offenbarung hiermit Bezug genommen wird. Wichtig 
ist hierbei, daB der richtige Leserahmen fiir das reife Protein erhalten bleibt Je nachdem, in welchen Wirtszellen 
die Expression stattfindet, konnte das Vorhandensein einer anderen Signalsequenz oder/und eines anderen 
Propeptidanteils die Expression positiv beeinflussen. Der Austausch von Propeptidanteilen durch entsprechende 
Anteile anderer Proteine ist z. B. bei MoL Endocrinol 5 (1 991), 149 — 1 55 und Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 40 
2905 — 2909 beschrieben. 

Obwohl die allelischen, degenerierten und hybridisierenden Sequenzen, die von der vorliegenden Erfindung 
umfaBt werden, strukturelle Unterschiede aufgrund geringfilgiger Anderungen in der Nukleotid- oder/und 
Aminosauresequenz aufweisen, besitzen die von derartigen Sequenzen codierten Proteine noch im wesentlichen 
die gleichen nfitzlichen Eigenschaften, die ihren Einsatz in grundsatzlich den gleichen medizinischen Anwendun- 45 
gen ermoglichen. 

GemSB vorliegender Erfindung bedeutet die Bezeichnung "Hybridisierung" tibliche Hybridisierungsbedingun- 
gen, vorzugsweise Bedingungen mit einer Salzkonzentration von 6xSSC bei 62 bis 66** C gefolgt von einem 
einstOndigen Waschen mit 0.6 x SSQ 0,1 % SDS bei 62 bis 66* C 

Bevorzugte Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung sind DNA-Sequenzen, wie oben definiert, die aus 50 
Wirbeltieren, vorzugsweise SSugern, wie etwa Schweinen, Kiihen und Nagem. wie etwa Ratten oder Mausen, 
und insbesondere von Primaten, wie etwa Menschen, erhaitlich sind bzw. entsprechenden Sequenzen nachgebiJ- 
det sind. 

Eine besonders bevorzugte AusfOhrimgsform der vorliegenden Erfindung ist die in SEQ ID NO. I gezeigte 
und als MP-121 bezeichnete Sequenz, Die Transkripte von MP-121 wurden aus Leber-Gewebe erhalten und 55 
codieren fur ein Protein, das eine betrachtliche Aminos Surehomologie zum reifen Teil der Inhibin/Aktivin-arti- 
gen Proteine zeigt (siehe Fig. 1). Die Proteinsequenzen von humanem a-Inhibin, Inhibin PA und Inhibin PB sind 
bei Mason et aL (Biochem. Biophys. Res. Comm. 135, 957—964 (1986)) beschrieben. Einige typische Sequenzho- 
mologien, die fiir bekannte Inhibin-Sequenzen spezifisch sind, wurden auch im Propeptidteil von MP-121 
gefunden, wahrend andere Teile des Propeptids von MP-121 erhebliche Unterschiede zu Inhibin-Propeptiden eo 
zeigen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor, der mindestens eine Kopie eines erfin- 
dungsgemaBen DNA-MolekiiJs enthalt. In einem derartigen Vektor ist die erfindungsgemaBe DNA-Sequenz 
vorzugsweise operativ mit einer ExpressionskontroUsequenz verknfipft Soiche Vektoren eignen sich zur Her- 
stellung von TGF-p-artigen Proteinen in stabil- oder transient-transformierten Zellen. Verschiedene Tier-, 65 
Pflanzen-, Pilz- und Bakteriensysteme konnen zur Transformation und die anschlieBende ICuItivierung verwen- 
det werden. Vorzugsweise enthalten die erfindungsgemaBen Vektoren fiir die Replikation in der Wirtszelle 
notwendige Sequenzen und sind autonom replizierbar. Weiterhin ist die Verwendung von Vektoren bevorzugt, 
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die selektierbare Markergene enthalten, wodurch die Transformation einer Wlrtszelle nachweisbar ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Wirtszelle, die mit einer erflndungsgemafien DNA oder einem 
erfindungsgemSBen Vektor transformiert ist Beispiele von geeigneten Wirtszellen umfassen verschiedene euka- 
ryontische und prokaryontische Zellen wie, etwa E.coli» Insektenzellen, Pflanzenzellen, Saugerzellen und Pike, 
5 wie etwa Hefe. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Protein der TGF-p-Familie, das von einer DNA-Sequenz nach 
Anspruch 1 codiert wird. Vorzugsweise weist das erfindungsgem^Qe Protein die in SEQ ID NO. 2 gezeigte 
Aminosguresequenz oder gegebenenfalls funktionelle Anteile davon (wie oben definiert) auf und zeigt biologi- 
sche Eigenschaiten, wie etwa Gewebe-induktive FShigkeiten, die mdglicherweise fQr eine therapeutische An- 

10 wendung relevant sind. Die oben genannten Merkmale des Proteins kdnnen abhgngig von der Bildung von 
Homodimeren oder Heterodimeren mit anderen Proteinen mit Cystine Knot Motif und insbesondere TGF- 
p-Proteinen variieren. Solche Strukturen kdnnen sich ebenfalls fUr klinische Anwendungen geeignet erweisen 
und bilden daher ebenfalls einen Gegenstand der vorliegenden Anmeldung. Bevorzugte Heterodimere schlieBen 
Heterodimere aus einem Monomer des erfindungsgemaBen Proteins und Monomeren der a-, PA- oder PB-Inhi- 

15 bin-Ketten ein. Die sich aus der Heterodimerbiidung ergebenden Eigenschaften kdnnen mehr in Richtung der 
Eigenschaften von Aktivin bzw. Inhibinen verschoben sein, Wenn z. B. ein Heterodimer mit Inhibin u-Proteinen 
bzw. mit anderen Inhibin P-Proteinen gebildet wird, wird davon ausgegangen, daB das MPl 21 /Inhibin (a-Kette)- 
bzw. MP121/Aktivin (pA oder pB-Kette)-Heterodimer die Herstellung von Follikel-stimulierendem Hormon 
(FSH) inhibieren bzw. aktivieren konnte. MP121/Aktivin Heterodimere konnten auch z. B, EinfluB auf die 

20 Mesoderm-Entwicklung nehmen. Es kann weiterhin erwartet werden, daB heterodimere Formen mit einem 
Mitglied der BMP-Gruppe der TGF-P-Proteine dazu fUhren, daB BMP-ghnliche Aktivitaten verstftrkt werden, 
wie z. B. die Fahigkeit, die Knochenbildung, Knorpelbildung oder Bildung von Bindegewebe zu induzieren bzw. 
zu fdrdern. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind daher heterodimere Proteine eines erfindungsgemaBen Proteins 

25 der TGF-P-Familie, das von einer DNA-Sequenz nach Anspruch 1 codiert wird, mit einem Monomer eines 
Proteins mit Cystine Knot Motif, bevorzugt eines anderen Mitglieds der TGF-p-Familie. Ahnliche heterodimere 
Proteine sind in der WO 93/09229, EP 0 626 451 A2 und J. Biol. Chem. 265 (1990), 13198—13205 beschrieben. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind chimSre Proteine, die funktionelle Derivate bzw. Anteile des 
Proteins gemaB SEQ ID NO. 2, insbesondere funktionelle Anteile des reifen Proteins aufweisen und dartiber 

30 hinaus Anteile eines anderen Proteins. Das andere Protein kann hierbei wiederum ein Protein mit Cystine Knot 
Motif sein, das vorzugsweise auch zur TGF-p-Familie gehSrt, wie z. B. insbesondere MP52 (PCT/EP94/02630). 
Es kdnnen jedoch auch Anteile eines komplett anderen Proteins vorhanden sein, z. B. Rezeptor-bindende 
DomSnen von Proteinen, welche dem ursprunglichen MP121-Protein eine andere Spezifitat verleihen. 

Die biologischen Eigenschaften der erfindungsgemaBen Proteine, vorzugsweise MP-121, konnen z.B. in 

35 Assays gemSB Wrana et aL (Cell 71, 1003— 1014 (1992)). Ling et al. (Proa Natl. Acad, of Science, 82. 7217—7221 
(1985)). Takuwa et al. (Am. J. PhysioL, 257, E797-E803 (1989)), Fann und Patterson (Proa Natl. Acad, of Science, 
91, 43—47 (1994)), Broxmeyer et aL (Proa Natl. Acad, of Science. 85, 9052-9056 (1988)), Green et aL (Cell. 71, 
73 1 — 739 ( 1 992)) oder Partridge e t al. (Endocrinology, 1 08, 2 1 3 — 2 1 9 ( 1 98 1 )) bes timmt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliege den Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines Proteins der 

40 TGF-p-Familie, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man eine mit einer erfindungsgemaBen DNA oder 
einem erfindungsgemaBen Vektor transformierte Wirtszelle kultiviert und das TGF-P-Protein aus der Zelle 
oder/und aus dem KulturUberstand gewinnt. Ein solches Verfahren umfaBt die Kultivierung der transformierten 
Wirtszelle in einem geeigneten Kulturmedium und die Reinigung des erzeugten TGF-P-artigen Proteins. Auf 
diese Weise ermoglicht das Verfahren die Herstellung einer ausreichenden Menge des gewUnschten Proteins 

45 2um Einsatz bei der medizinischen Behandlung oder in Anwendungen unter Verwendung von Zellkulturtechni- 
ken, bei denen Wachstumsfaktoren bendtigt werden. Die Wirtszelle kann ein Bakterium, wie etwa Bacillus oder 
£.coli, ein Pilz, wie etwa Hefe, eine Pflanzenzelle, wie etwa Tabak, Kartoff el oder Arabidopsis oder eine tierische 
Zelle, insbesondere eine Wirbeltierzellinie, wie etwa Mo-, Cos- oder CHO-Zellinien oder eine Insektenzellinie 
sein. Bei der Herstellung in Bakterien kann es vorkommen, daB das erfindungsgemaBe Protein in Form von 

50 EinschluBkdrpem (inclusion bodies) produziert wird. Diese inclusion bodies werden dann nach an sich bekann- 
ten Methoden renaturiert und das Protein dann in einer aktiven Form erhalten (siehe z. B. Jaenicke, IL u. 
Rudolph, R-, Protein Strukcture, ed. Creighton, T.E., IRL Press, Chapter 9) . Zur Herstellung von heterodimeren 
Proteinen mit anderen Mitgliedern der TGF-p-Familie werden beide Proteinmonomere entweder in derselben 
Zelle oder getrennt exprimiert, wobei auch eine gemeinsame Renaturierung bei anfallenden Formen von 

55 inclusion bodies geeignet erscheint. Bei Coexpression in derselben Zelle sind insbesondere auch virale Systeme, 
wie z. B. das Baculoviren-System oder das Vaccina Virus System geeignet. 

Die Herstellung von heterodimeren Proteinen ist prinzipiell dem Fachmann bekannt und z. B. in der WO 
93/09229 und der EP 0 626 451 A2 beschrieben. 

Die Herstellung von chimSren Proteinen mit anderen Proteinanteilen erfordert eine entsprechende Verande- 

60 rung auf DNA-Ebene, die dem Fachmann gelSufig ist und durch ihn durchgefiihrt werden kann (EMBO J. 10 
(1991),2105— 2110;Cell 69(1992),329-341; J.NeuroscL39(1994X 195— 210). 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorUegenden Erfindung ist die Bereitstellung von pharmazeutischen 
Zusammensetzungen, die eine pharmazeutisch wirksame Menge eines erfindungsgemaBen TGF-p-artigen Pro- 
teins als Wirkstoff enthalten. Gegebenenfalls umfaBt eine solche Zusammensetzung einen pharmazeutischen 

65 aktzeptablen Trager-, Hilfs-, VerdOnnungs- oder FuUstoff. Eine solche pharmazeutische Zusammensetzung kann 
bei der Wundheilung und Gewebewiederherstellung all eine oder in Kombination mit anderen Wirkstoff en, z. B. 
anderen Proteinen der TGF-P-Familie oder Wachstumsfaktoren, wie etwa EGF (epidermal growth factor) oder 
PDGF (platelet derived growth factor) verwendet werden. Femer kann eine solche pharmazeutische Zusam- 
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mensetzung bei der Krankheitspravention verwendet werden. 

Weitere Gegenstande sind pharmazeutische Zusammensetzungen, die erfindungsgemafie heterodimere Pro- 
teine oder/und chimare Proteine enthalten. 

Bevorzugt wird die erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammensetzung eingesetzt zur Behandlung und 
Prevention von Knochen-, KnorpeU. Bindegewebs-, Haut-, Schleimhaut-, Endothel-, Epithelial-. Neuronal-, 5 
Him-, Renal- oder Zahnschadigungen, zur Anwendung bei Zahnimplantaten, zur Anwendung in Wundheilungs- 
oder Gewebewiederherstellungsprozessen, als Morphogen zum Einsatz zur Induktion von Lebergewebewachs- 
tum, Induktion der Proliferation von Vorlauferzellen oder Knochenmarkszellen, zur Beibehaltung eines Diffe- 
renzierungszustandes und zur Behandlung von FertilitMtsstorungen oder zur EmpfSngnisverhiitung. 

Eine andere mSgliche klinische Anwendung des erfindungsgemaBen TGF-P-artigen Proteins ist die Verwen- to 
dung als Suppressor der Immunreaktion zur Vermeidung der AbstoBung von Organtransplantaten oder ein 
Einsatz im Zusanunenhang mit der Angiogenese. Ferner kann das erfindungsgemaBe Protein zur Fertilitatsstei- 
gerung oder EmpfSngnisverhutung eingesetzt werden. Die erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammenset- 
zung kann auch prophylaktisch oder in der kosmetischen Oiirugie verwendet werden. Weiterhin ist die Anwen- 
dung der Zusammensetzung nicht auf Menschen beschrankt, sondem kann auch Tiere, insbesondere Haus- und 15 
Nutztiere umfassen, 

Ira abrigen kann bei heterodimeren Proteinen und chimaren Proteinen die Einsatzmoglichkeit und SpezifitSt 
auch durch den Anteil des anderen Proteins bzw. anderen Monomers wie gewOnscht variiert werden. 

Generell konnen mit den erfindungsgemaBen Proteinen Krankheiten behandeU werden, die mit der Expres- 
sion von MP121 zusammenhangen, einerseits durch die Erhdhung der Menge bzw. der Aktivitat an vorhande- 20 
nem MP121, auf der anderen Seite auch durch Unterdrackung der MP 121 -Aktivitat So ist ein weiterer Gegen- 
stand der Erfindung die Herstellung von Antisense-Nukleinsauren und Ribozymen, die die Translation von 
MPI21 hemmen. Diese Hemmung kann entweder durch Maskieren der mRNA mit einer Antisense-Nukleinsau- 
re erfoigen oder durch Spaltung mit einem Ribozym. 

Die Herstellung von Antisense-Nukleinsauren ist bekannt (Weintraub, H.M., Scientific American 262: 40 25 
(1990)). Die Antisense-Nukleinsauren hybridisieren mit der entsprechenden mRNA und bilden ein doppelstran- 
giges Molekul, welches dann nicht mehr translatiert werden kana Die Verwendung von Antisense-Nukleinsau- 
ren ist z. B. aus Marcus-Sekura, CJ., Anal Biochem. 1 72 (1 988), S. 289 — 295 bekannt. 

Ribozyme sind RNA-MolekQle, die die Fahigkeit besitzen, spezifisch andere einzelstrangige RNA-Molekiile 
ahnlich wie DNA-Restriktionsendonukleasen zu spalten. Die Herstellung von Ribozymen ist in Cech, J. Amer. 30 
Med. Assn. 260 (1988), S. 3030 beschrieben- 

ErfindungsgemaB ist es hierbei auch mdglich, geeignete Vektoren mit der erfindungsgemaBen DN A-Sequenz 
in vitro oder in vivo in Patientenzellen zu transfizieren oder die Vektoren in vitro in Zellen zu transfizieren und 
diese dann einem Patienten zu impiantieren. Ebenso kdnnen MP121-Antisense-PolynukIeotide in Zellen einge- 
bracht werden, die eine ungewtinschte Expression von MP121 zeigen. 35 

Eine Unterdruckung der MP121 -Aktivitat kann auch erfoigen durch Bindung von MoIekUIen, die im Gegen- 
satz zu MP121 keine Signalweiterleitung auslosen, an die MP121-Rezeptoren. 

Es sind daher im Rahraen der Erfindung auch die Rezeptoren fUr MP121 an Zellen von Interesse. Zum 
Auffinden von Rezeptoren kdnnen zunachst verschiedene Zellinien auf ihr Bindungsverhalten von radioaktiv 
markiertem MP121 (^25j.jy4pi21) mit anschlieBendem cross-linking getestet werden. Von Zellen, die MP121 40 
binden, kann nachfolgend eine cDNA-Bibliothek in einem Expressionsvektor (erhaltlich bei InVitrogen) ange- 
legt werden. Zellen, die mit Rezeptor-cDNA transfiziert wurden, konnen dann uber die Bindung von radioaktiv 0 
markiertem MP121 selektiert werden. Dies sind dem Fachmann bekannte Methoden, wie sie z, B. ftir die 
Isolierung von Acitivin- (Mathews, L.S. & Vale, W.W, Cell 65 (1991X 973-982) und TGF-p- Rezeptoren Typ II 
(Lin, H. Y. et aL, Cell 68 (1992^ 775—785) verwendet wurden. Es ist in Analogic zu den bekannten Activin-Rezep- 45 
toren zu vermuten, daB es sich bei dem MP121-Rezeptor ebenfails um einen in diese Familie geh6renden 
Rezeptorkoraplex handelt, so daB zum Auffinden von Teilen des heteromeren Komplexes weitere dem Fach- 
mann bekannte Methoden, wie z. B. PCR mit degenerierten Oligonukleotiden, verwendet werden k5nnen. Diese 
Methode ist z. B. auch bei den Activin- und TGF-p-Rezeptoren Typ I angewendet worden (Tsuchida et al. Proa 
Natl Acad. Sci. USA 90 (1993), 11242—11246; Attisano et aU Cell 75 (1993), 671—680; Franzen et aL, Cell 75 50 
(1993), 681 -692). 

SchiieBIich ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein Antikdrper, der spezifisch an die 
erfindungsgemaBen Proteine binden kann, oder ein derartiges Antikorperfragmcnt (z, B. Fab oder Fob*), Verf ah- 
ren zur Herstellung eines solchen spezifischen Antikdrpers oder Antikdrperfragments gehSren zum allgemeinen 
Fachwissen des Durchschnittfachmanns. Vorzugsweise ist ein solcher Antikdrper ein monoklonaler Antikdrper. 55 
Solche Antikdrper oder Antikdrperfragmente konnten sich auch fiir diagnostische Methoden eignen. 

Weiterhin soli die Erfindung durch die folgenden Beispiele veranschaulicht werden. 



Beispiel 1 
Isolierung von MP-121 



60 



1.1 Gesamt RNA wurde aus menschlichem Lebergewebe (40jahriger Mann) nach der Methode von Chirg- 
win et al. (Biochemistry, 1 8, 5294—5299 (1 979)) isoliert Poly (A +) -RNA wurde aus der Gesamt-RNA durch 
Oligo (dT) -Chromatographic gemaB den Vorschriften des Herstellers (Stratagene Poly (A) Quick-Saulen) 65 
abgetrennt. 

IJZ Fiir die reverse Transkriptionsreaktion wurden 1 bis 2,5 ^ig Poly (A+) -RNA fUr 5 Minuten auf 65" C 
erhitzt und schnell auf Eis abgeknhlt. Das Reaktionsgemisch enthielt 27 U RNA-Guard (Pharmacia), 2,5 
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Oligo (dT)i2-i8 (Pharmacia), 5 x Puffer (250 mmo!/l Tris/HCI pH 50 mmol/1 MgCb, 50 mmoUl DTT, 5 
mmol/l von jedem dNTP, 600 mmol/1 KCl) und 20 U AMV reverse Transcriptase (Boehringer Mamiheim) 
pro \ig Poly (A +)-RNA. Das Reaktionsgemisch (25 ^il) wurde 2 Stunden lang bei 42** C inkubiert Der cDNA 
Poolwurde bei — 20**C aufbewahrt 
5 13 Die in Fig. 2 gezeigten Deoxynukleotidprimer OD imd OID wurden auf einem automatischen DNA- 

Synthesizer (Biosearch) hergestellt Die Reinigung erfolgte durch denaturierende Polyacrylamidgelelekto- 
phorese und Isolierung der Hauptbande aus dem Gel durch Isotachophorese. Die Otigonukleotide wurden 
durch Vergleich der Nukleinsauresequenzen von bekannten Mitgliedem der TGF-P-Familie und Auswahl 
von Regionen mit hoher Konservierung entworfen. Ein Vergleich dieser Region ist in Fig. 2 gezeigt Zur 
10 Erieichterung der KJonierung enthielten beide Oligonukleotide Eco Rl-Schnittstellen und OD enthielt 

zusitzHch eine Nco I-Restriktionsschnittstelle an seinem 5'-Tenninus. 

1.4 Bei der PCR-Reaktion wurde 20 ng Poly (A+)-RNA entsprechende cDNA (siehe 1.2) als Ausgangsma- 
terial verwendet Die Reaktion wurde in einem Volumen von 50 ^il durchgefOhrt und enthielt 1 x PCR-Puf- 
fer (16.6 mmol/1 (NH4)2S04, 67 mmol/1 Tris/HCI pH 8A 2 mmol/1 MgCl2, 6,7 ^imol/l EDTA, 10 mol/1 p-Mer- 
15 captoethanol, 170 ng/ml Rinderserumalbumin (Gibco), 200 \imoU\ von jedem dNTP (PharmaciaX 30 pmol 

von jedem Oligonukleotid (OD und OID) und 1^ U Taq- Polymerase (AmpliTaq, Perkin Elmer Cetus). Das 
Reaktionsgemisch wurde mit Paraffin Oberschichtet und es wurden 40 PCR-Zyklen durchgefQhrt Die 
Produkte der PCR-Reaktion wurden durch Phenol/Chloroform- Extraktion gereinigt und durch Ethanolprg- 
zipitation konzentriert 

20 1^ Die Haifte der PCR-Reaktionsprodukte wurde mit den Restriktionsenzymen SphI (Pharmacia) und 

AlwNI (Biolabs) entsprechend den Vorschriften des Herstellers gespalten. Die zweite Haifte wurde in einer 
Serie von Reaktionen mit Ava I (BRL), AlwN I (Biolabs) imd Tfi I (Biolabs) geschnitten. Die Restriktionen 
wurden in 100 ^1 mit 8 U Enzym uber 2 bis 12 Stunden bei 37*Cdurchgefuhrt(auBer beiTfi I bei 65** C). 

1.6 Die Produkte der Restriktionsspaltung wurden durch Agarosegelelektrophorese fraktioniert Nach 
25 Anfarbung mit Ethidiumbromid wurden nicht gespaltene Amplifikationsprodukte aus dem Gel herausge- 

schnitten und durch Phenolextraktion isoliert Die erhaltene DNA wurde anschlieBend zweimal durch 
Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt. 

1.7 Nach Ethanolprazipitation wurde ein Viertel oder ein Funftel der isolierten DNA reamplifiziert, wobei 
die gleichen Bedingungen wie fiir die primare Amplifikation verwendet wurden, auBer daB die Anzahl der 

30 Zyklen auf 1 3 verringert wurde. Die Reamplifikationsprodukte wurden gereinigt, mit den gleichen Enzymen 

wie oben geschnitten und die ungeschnittenen Produkte wurden, wie oben fOr die Amplifizierungsprodukte 
erl^utert, aus Agarosegelen isoliert Der Reamplifizierungsschritt wurde wiederholt 

1.8 Nach der letzten Isolierung aus dem Gel wurden die Amplifikationsprodukte durch 4 U Eco RI 
(Pharmacia) unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen gespalten. Ein Viertel des Restriktionsge- 

35 misches wurde in den mit Eco RI gespaltenen Vektor pBluescript SK + (Stratagene) ligiert Nach Ligation 

wurden 24 KJone jeder Enzymkombination durch Sequenzieren weiteranalysiert Der Ansatz, der mit AlwN 
I und Sph I geschnitten wurde, enthieh keine neuen Sequenzen, nur BMP6 und Inhibin PA Sequenzen. 19 
identische neue Sequenzen, MP- 121 genannt, wurden in den mit Ava I, AlwN I und Tfi I geschnittenen 
Ansatzen gefunden. Diese Plasmide wurden pSK-MP121 (OD/OID) genannt. Eine Sequenz unterschied sich 

40 von dieser hauptstchlich gefundenen Sequenz an zwei Nukleotiden. Die Ligation und Transformation in 

E.coli wurde wie in Sambrook et aU Molecular cloning: A laboratory manual (1989) beschrieben durchge- 
fUhrt. 

Der ICIon wurde zum 3'-Ende der cDN A nach der ausftihrlich von Frohmann (verdffentlicht von Perkin-Elmer 

45 Corp, Amplifications, 5, 1 1 — 15 (1 990)) beschriebenen Methode vervollstandigt. 

Dieselbe Leber-mRNA, welche zur Isolation des ersten MP- 121 Fragmentes benutzt wurde, wurde, wie oben 
beschrieben, revers transcribiert unter Verwendung von Oligo dT (16mer) verbunden mit dem Adapterprimer 
(AGAATTCGCATGCCATGGTCGACG/VAGC -Tu). Die Amplifikation wurde mit dem Adapterprimer 
(AGAATTCGCATGCCATGGTCGACG) und einem intemen Primer (GGCTACGCCATGAACTTCTGCA- 

50 TA\ nach der MP-121 Sequenz hergestellt durchgefOhrt. Die Amplifikationsprodukte wurden mit einem weite- 
ren internen Primer (ACATAGCAGGCATGCCTGGTATTG), hergestellt nach der MP-121 Sequenz, und dem 
Adapterprimer reamplifiziert Die Reamplifikationsprodukte wurden nach Restriktion mit Sph I in den ebenso 
geschnittenen Vektor pT7/T3 Ul 9 (Pharmacia) kloniert und sequenziert Die Klone wurden durch ihre Sequenz- 
(iberlappung mit dem bereits bekannten Teil der MP121-Sequenz charakterisiert Ein Klon, genannt pl21Lt 3' 

55 MP13, wurde benutzt, um ein Nco I (stumpf gemacht mit T4 Polymerase)/Sph I Fragment zu isolieren. Dieses 
Fragment wurde in einen der oben erw^hnten pSK-MP121 (OD/OID) Vektoren kloniert, dessen OD-Primer 
Sequenz zum T7 Primer der pSK Multiple Cloning Site orientiert war. Dazu wurde der Vektor mit SphI und 
Smal restringiert. Das Konstrukt wurde pMP121DFus6 genannt Es beinhaltet die MP-121 Sequenz von Position 
922 bis 1360 wie in SEQ ID NO.l gezeigt 

60 

1^ Ein Dde I Fragment von pMP-121DFus6, welches von Position 931 bis 1304 in SEQ ID NO. 1 reicht, 
wurde zum Screenen einer humanen Leber cDNA Library (Clontech, # HL3006b, bot 36223) verwendet, 
wie es ausftihrlich bei Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular Biology, ver5ffentlicht von Greene 
Publishing Associates und Wiley-Interscience (1989)) beschieben ist Aus 8,1 x 10* Phagen wurden 24 
65 Mischplaques gepickt und vereinzelt Daraus wurden 10 Klone, die mit PCR unter Verwendung der Primer 

L02 (ACATAGCAGGCATGCCTGGTATTG) und LOIl (CTGCAGCTGTGTTGGCCTTGAGA) aus 
dem Dde I Fragment, ein positives Signal ergaben, ausgewShlt und vereinzelt Die cDNA wurde Ober eine 
EcoR I-Restriktion aus den Phagen isoliert und in den ebenfalls mit Eco RI g spalt n n pBluescript 

6 
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SK-Vektor kloniert. 

Eine Sequenzierung eines der resultierenden Plasmide, SK121L9.1, zeigte, daB das Startcodon an Position 128 
von SEQ ID NO. 1 beginnt, da drei Stopp-Codons in-frame vor diesem Startcodon an Position 62, 77 und 92 
liegen. Der Start des reifen MP121 liegt bei Position 836 von SEQ ID NO. 1, legt man die Sequenzanalogie zu 5 
anderen TGF-P Proteinen zu Grunde, was der Aminosaure 237 in SEQ NO. 2 entspricht Das Stoppcodon 
beginnt an Position 1 184 der SEQ ID NO. 1. 

Das Plasmid SIC121L9.1 wurde unter der Hinterlegungsnummer 9177 bei der DSM am 26.4.94 hinterlegt. 

Beispiel 2 10 
Expression von MP121 

Die Expression von MP121 ist sowohl in eukaryontischen als auch in prokaryontischen Systemen m6glich. 

FOr die Expression in Prokaryonten wurde nur der reife Anteil von MP121 verwendet. Nach Aufreinigung 15 
kann das in E,cx)li als Monomer exprimierte reife MP121 Protein dann zu einem Dimer zurQckgefalten werden. 
Um die Aufreinigung des MP121 zu vereinfachen, kdnnen an den N-Terminus des reifen Proteins zusatzlich 6 
Histidine gehangt werden, die durch Bindung an Nickeichelat-Saulen die Aufreinigungdes Proteins erleichtern. 

Beispielhaft wurde der reife Anteil von MP121 (Aminosaure 237 bis 352 in SEQ ID NO, 2) mit 13 zusatzlichen 
Aminosauren einschlieBlich 6 Histidinen am N-Terminus (MHHHHHHKLEFAM) in dem prokaryontischen 20 
Vektor pBP4 exprimiert Dieser Vektor ist ein pBR322 Derivat mit Tetracyclinresistenz der zusatzlich den T7 
Promoter aus dem pBluescript II SK Plasmid (Stratagene) enthalL Weiterhin enthalt der Vektor nach dem 
T7-Promoter eine ribosomale Bindestelle und ein Startcodon gefolgt von 6 Codons fOr Histidin. Hinter mehreren 
singularen Restriktionsschnittstellen wie Eco RI, Xho I, Sraa I und Apa I ftir die Insertion von Inserts sowie 
Stopcodons in alien drei Leserahmen folgt ein Terminator (T0). Zum Erhalt der cDNA ftir den reifen Anteil von 25 
MP121 wurde eine PGR mit den beiden Oligonukleot iden GAATTCGCCATGGGCATCGACTGCCAAG- 
GAGG und CCGCTCGAGAAGCTTCAACTGCACCCACAGGC auf dem Plasmid SK121L9.1 (DSM Hinter- 
legungsnummer: 9177) durchgeftthrt Beide Oligonukleotide enthalten an den Enden hinzugefugte Restriktions- 
schnittstellen (Eco RI und Nco I bzw, Xho I und Hind III). 

Das resultierende 377 bp Fragment wurde stumpfendig in den mit Eco RV restringierten Vektor pBluescript II 30 
SK (Stratagene) zwischenkloniert Ein Klon mit der Orientierung des 5', Endes von MP121 zum T7-Promoter 
wurde mit Eco RI restringiert und das resultierende Insert (0.38 kb) in den ebenfalls mit Eco RI restringierten 
pBP4 Vektor kloniert. Die richtige Orientierung des Inserts beim resultierenden Plasmid pBP4MPI21His wurde 
durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung festgestellt Das Plasmid pBP4MP121His wurde am 30.1.1995 bei 
der DSM (Hinterlegungsnummer: 9704) hinterlegt. 35 

Die Expression von MP121 Protein kann durch gleichzeitige Bereitstellung vonT7-RNA Polymerase erfolgen. 
Die T7-RNA Polymerase kann liber verschiedene Methoden bereitgestellt werden, wie z. B. ein zweites Plasmid 
mit einem Gen fur T7 RNA Polymerase oder durch Infektion rait Phagen. die ftir die T7 RNA Polymerase 
codieren oder aber durch spezielle Bakterienstamrae, die das Gen fQr T7 RNA Polymerase integriert haben. 
Unter Verwendung des Bakterienstammes BL21(DE3)pLysS (Novagen. #69451-1) und Induktion der T7 RNA 40 
Polymerase-Expression nach Herstellerangaben mit IPTG, wird das reife MPI2I Protein mit His-Tag 
(MP121His) in EinschluBkSrpern gebildet Das Protein zeigt in SDS-Polyacrylamid-Gelen (15%) ein apparentes 
Molekulargewicht von knapp 16 kD (theoretisches Molekulargewicht: 14.2 kD) wie es representativ im Western- 
blot der Fig. 3 gezeigt ist. Die mit pBP4 transformierten Bakterien als KontroUen zeigen Jeweils keine Anfar- 
bung spezifischer Banden. Aufgrund des His-Tag kann dieses Protein tiber Nickelchelatbildende Saulen wie z, B. 45 
beschrieben in Hochuli et al. (BIO/Technology Vol. 6, 1321 — 1325 (1988)) gereinigt werden. 

Eine zusatzHche Reinigung ist mSglich iiber eine Reversed Phase HPLC Es wurde einer Reversed Phase Saule 
(Nucleosil 300-7C4 von Macherey-Nagel, Art 715023) mit einer FluSrate von 2 ml/min und einem Acetonitril- 
gradienten in 0.1 % TFA von 0 bis 90% in 100 min verwendet Unter diesen Bedingungen eluiert MPl 21 His ab ca. 
40% AcetonitriL so 

Der Nachweis, daB es sich um MP121 Protein handelt, wurde jeweils fiber Western blot Analyse mit MPl 21 
spezifischen Antikorpern geffihrt Polyklonale Antikorper gegen MP121 wurden sowohl in HUhnem als auch in 
Kaninchen erzeugt Zum Erhalt des Antigens ffir die Immunisierung wurde ein Teil des reifen Anteils von MPl 21 
(Aminosaure 260 bis 352 in SEQ ID NO. 2) mit den ersten 98 Aminosauren der Polymerase des MS2-Bakterlo- 
phagen fusioniert und in EjcoU exprimiert Nach Isolation der EinschluBkdrper wurde das Fusionsprotein 55 
(MS2-MP121) auf Polyacrylamid-Gelen separiert und nach KupferfSrbung durch Elektroelution (Tessmer» U. & 
Dernick, JL, IBL (1990) 8—13) ftir die Immunisierung isoliert. Mit Antikorpern sowohl aus Htihnem als auch aus 
Kaninchen ist es mdglich, spezifisch Expression von MPl 21 nachzuweisen. Fur den schematisierten Western blot 
in Fig. 3 wurden Hiihner-Antikdrper verwendet, die fiber PEG-Pr^zipitation (Thalley B. S, u. Carroll, S,B., 
BIO/Technology Vol. 8, 934—938 (1990)) und iiber Membrangebundenes Antigen (Fusionsprotein eo 
(MS2-MP121)) (18.17 in Sambrook et al. Molecular Cloning, second edition. Cold Spring Harbor Laboratory 
Press 1989) weitergehend auf gereinigt waren. Als zweiter Antikdrper wurde Anti-Chicken IgG mit gekoppelter 
alkalischer Phosphatase (Sigma A9171) eingesetzt Die Detektion erfolgte mit dem Tropix Western-Light 
Protein Detection Kit (Serva # WLIORC) nach Herstellerangaben, 

Um biologisch aktives Material zu erhalten, kann das in Exoli exprimierte und aufgereinigte monomere 65 
MPl 21 zu einem diraeren MP121 zurfickgefalten werden. Dies kann nach Methoden wie z. B. beschrieben von 
Jaenicke, R. & Rudolph, R. (Protein structure, ed. Creighton, T.E., IRL Press, Chapter 9) erfolgen. 

FQr die Expression in eukaryontischen Zellen wurde das Vaccinia Viren Expressionssystem verwendet, wie es 

7 
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ausfiihrlich und fOr den Fachmann nacharbeitbar in den Current Protocols in Molecular Biology (Ausube! et al, 
Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience, Wiley & SonsX im foigenden abgekOrzt mil CP, unter 
Chapter 16 Unit 16.15—16.18 beschrieben ist Das System beniht darauf, daB Fremd-DNA unter Verwendung 
bestimmter Vektoren durch homologe Rekombination in das Vaccinia Virus Genoms integriert werden kann. Zu 
diesem Zweck enthSIt der verwendete Vektor das TK (Thymidinkinase) Gen aus dem Vaccinia Genom. Um eine 
Selektion auf rekombinante Viren zu ermoglichen, enthalt der Vektor weiterhin das Rcoli Xanthin-Guanin- 
Phosphoribosyl-Transferase Gen (gpt) (Falkner, F.G. & Moss, B, J. of ViroL 62 (1988), 1849-1854). In diesen 
Vektor wurde die cDNA mit dem gesamten codierenden Bereich fflr MP121 kloniert 

Um die 5' und 3' nicht translatierten Bereiche aus dem ursprOnglichen Plasmid SK121L9.1 (DSM, Hinterle- 
gungsnummer: 9177) zu verkGrzen und an den Enden singulare Restriktionsschnittstellen einzufOgen, waren 
PCR Reaktionen und Zwischenklonierungen notwendig. Alle PGR Reaktionen wurden mit dem Plasmid 
SK121L9.1 (DSM Hinterlegungsnummer: 9177) durchgefOhrt Zur VerkCrzung des 5' nicht translatierten Endes 
wurde der Primer CCCGGATCCGCTAGCACCATGACCIXXTCATTGCTTCTG mit emer eingefQgten Bam 
HI und Nhel Restriktionsschnittstelle in einer PCR mit einem intemen Primer (CCCTGTTGTCCTCTA- 
GAAGTG) benutzt. Das gewonnene Fragment wurde in Bluescript SK (Stratagene) zwischenkloniert, sequen- 
ziert und auf tJbereinstimmung mit der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Sequenz OberprOft FQr ein verkOrztes 3' 
nicht translatiertes Ende wurde das Sph I/Eco RI Fragment (0.22 kb) aus dem Plasmid pBP4MP121His verwen- 
deL 

Die beiden End-Fragmente von MP121 wurden tiber interne Restriktionsschnitte (Xba I und Sph I) mit der 
fehlenden mittleren DNA Sequenz aus dem Plasmid SK121L9.1 (DSM Hinterlegungsnummer: 9177 ) nach 
Standardmethoden (Sambrook et al. Molecular Cloning, second edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press 
1989) verbunden. Die so erhaltene verkQrzte cDNA mit dem vollstSndigen Leserahmen fQr MP121 (Nukleotid 
128 bis Nukleotid 1 184 in SEQ ID No. 1) konnte Uber Ausnutzung der Restriktionsschnitte Bam HI und Eco RI in 
den ebenso geschnittenen Vektor pBPI kloniert werden. Das resultierende Plasmid pBPIMP121 wurde am 
12.1.95 bei der DSM (Hinterlegungsnummer: 9665) hinterlegt 

Das Plasmid pBPIMP121 wurde fur die Herstellung von rekombinanten Vaccinia Viren eingesetzt Dazu 
wurden zu 80% konfluente 143B Zellen (HuTk-, ATCC CRL 8303) in 35 mm Kulturschalen mit Vaccinia Wildtyp 
Virus in 1 ml PBS ftir 30 Minuten bei Raumtemperatur unter gelegentlichem SchUtteln infiziert (1 Virus auf 10 
Zellen). Nach Absaugen des Oberstandes und Zugabe von 2 ml Kulturmedium (MEM, Gibco BRL #041-01095 
mit 1:500 verdunntem Penicillin und Streptomycin Gibco BRL #043-05140) wurde fQr 2Stunden bei 37<*C 
inkubiert. Das Medium wurde anschlieBend entfernt und die Transformation dieser Zellen mit 100 ng 
pBPIMPI21. 2 ^ig Trager DNA (Kalbsthymus, Ultraschall behandelt, Boehringer Mannheim #104175) und 10 ^il 
Lipofektin (Gibco BRD # 18292-01 1) in 1 ml MEM fur ca. 15 h bei 37'»C erreicht. Nach Zugabe von 1 ml MEM 
mit 20% FCS (Sigma #F-7524) wurde ftir weitere 24 Stunden bei 37'*C inkubiert und die lysierten Zellen 
anschlieBend eingefroren. 

Die gpt Selektion auf die Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase und Isolation und Amplifizierung 
einzelner rekombinanter Viren erfolgte im wesentlichen wie in Unit 16.17 der CP beschrieben, mit dem Unter- 
schied, daB RKl 3 Zellen (ATCC CCL 37) verwendet wurden. 

Die Integration der MP121 cDNA in das Virus Genom wurde durch Dot blot Analyse (CP Unit 16.18) 
bestatigt Ein rekombinantes Virus aus der Transfektion mit pBPMP121 sowie der Wildtyp Virus wurden fUr 
Expressionsanalysen in den Zellinien 1 43B (HuTk-, ATCC CRA 8303. human) und NIH-3T3 (DSM ACC 59, swiss 
mouse embryo) eingesetzt. Die Zellen wurden nach den Angaben der Vertreiber kultiviert Die konfluenten 
Zellen wurden mit der dreifachen Anzahl an Viren fiir 30 Minuten bei 37* C infiziert und anschlieBend das 
entsprechende Kulturmedium mit 10% FCS und Penicillin/Streptomycin (1 :500, Gibco BRD #043-05140) 
zugefugt. Nach 6 Stunden bei 37*'C wurde das Medium entfernt, die Zellen zweimal mit z. B. HBSS (Gibco BRD 
#14180-046) gewaschen und Produktionsmedium (MEM ffir HuTk- bzw, DMEM mit 45 g/l Glucose und NEAA 
(Gibco BRL # 1 1 140-035) fur NIH-3T3 jeweils versetzt mit Aprotinin (Fluka # 10820, 50 U/ml) und Penicillin/ 
Streptomycin) ohne FCS zugesetzt Nach 20 bis 22 Stunden Produktion wurde der ZellQberstand gesammelt Die 
Analj^e der Expression erfolgte durch Western blots nach Standardmethoden (CP Unit 10.8). DafOr wurden die 
Proteine aus 1 bis 3 ml ZellkulturUberstand durch Zugabe des Equivalent en Volumens an Aceton und Inkubation 
von mindestens einer Stunde auf Eis prazipitiert und abzentrifugiert Nach Resuspension des Pellets in Auftrags- 
puffer (7 M Harnstoff, 1% SDS, 7 mM Natriumdihydrogenphosphat,0,01% Bromphenolblau und gegebenenfalls 
1% p-Mercaptoethanol) erfolgte die Auftrennung in 15%igen Polyacrylamidgelen. Als Markerproteine wurde 
ein vorgefarbter Protein-Molekulargewicht s standard (Gibco BRL #6041-020) eingesetzt Der Transfer auf 
PVDF Membran (Immobilon #IPVH00010) und das Abblocken der Membran erfolgten nach Standardmetho- 
den, 

Eine repr&sentative schematisierte Zeichnung der Western blot Ergebnisse in Fig. 3 zeigt, daB bei den 
rekombinanten Viren MP121 spezifische Banden auftreten. Die Expression von MP121 in NIH-3T3 Zellen fUhrt 
zu einem sekretierten Protein mit einem im Gel unter nicht reduzierenden Bedingungen erscheinenden Moleku- 
largewicht von ungefahr 18 kDa (erwartetes theoretisches Molekulargewicht: 25 kD), Unter reduzierenden 
Bedingungen l§uft das Protein bei ungefahr 15 kDa im Gel (erwartetes theoretisches Molekulargewicht: 123 
kD). Diese Ergebnisse zeigen, daB MP121 wie zu erwarten als dimeres reifes Protein exprimiert wird. Das relativ 
wenig verlangsamte Laufverhalten des dimeren MP121 Proteines gegenQber dem monomeren MP121 Protein 
ist wahrscheinlich mit einer globul&ren Stniktur zu begrtinden. Die Prozessiening des Vorlauferproteines zum 
reifen Protein konnte auch in HuTK-Zellen gezeigt werden. Bei mit Wildtyp Viren (ohne integrierte Fremd- 
DNA) infizierten Zellen (HuTK- oder NIH-3T3) traten keine Banden im Western blot auf. 

Das Vaccinia Expressionssystem eignet sich bei Kotransfektion mit rekombinanten Vaccinia Viren, die fiir 
unterschiedliche Mitglieder der TGF-P-Famiiie codieren, insbesondere auch fQr die Bildung von Heterodimer n. 
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Ober Affinitatssauien mit spezifischen Antikdrpem gegen die einzelnen TGF-p-Familienmitglieder ist es dann 
moglich, Heterodimere von Hdmodimeren zu trennen. Insbesondere von Interesse sind dabei die a- sowie die 
pA- und PB-Ketten der Inhibine. 
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SEQ ID NO. 1 

10 20 30 40 50 

5 i2-^4S67e90 1234S6-7B90 12-^4Sfi79O0 1234S67fion i 274Sfi7RQn 

C?^jGGAGOCA IGGCAGCIGS ACFOOOT CTra3^SX'(irc3X3±?!^ 53 

CAG3£AGAG TraGvDC?iC agcigtigm; ADQciom: cua Gnjiur IDO 

ATIGCnCAAG AJ^GSSOCTTC C}QCftGZA?aG AOl'IUUiCAT TGCTICIGGC 150 

10 CiTiClLXl'lC CIGGCIGC^A CCTOiGIGGC OOOCCSiGA GC3G3C333IC ^ 

AGIGTOCAGC AIGIGGG3G3 QOC?aGCnGG A?OQa£aG OaGCGSSiG SO 

CIGCITCrrc AnOGGOCAA eiGftftGCATC TGCAGOCAC 300 

CCWX3GG0CA >jC30X3iAQC /3Q0CIGIGIC CftCaOCIGCT TICaGSOG 350 

CftCIQCAQCA CCKXaOGGS GiaXM3^ GC33CftLTiUl* ACSGSOftC 400 

iia33?i?Oi03 AAa3G?KSiA?fl' QflCftGCTIT GCIOGyaG QQCICICDiC ^ 

CTOCAftDCftG AL'HJJlLTiLJ ATITICACTr L'IUL!i«JH^ AGWOGCHG . 500 

20 GICaCftGQS^ GGICCAGCAG QOCaGTCICA TCETICITIGr QCSGCICCCr 550 

TOCAMAOCA CnOSyGCrr eAftGIGASV GXCCnGIGS TGC33ICCACA 600 

TMm^CCM^ dCAGCITCG aaCICajSIA OCIOdTOSiG GIGSflGQCA 650 

GIG0CIGG2A TQiiiCICCXX: CIftGC33QCIG A^iGCnckJiGC TSQCIGCftGC 700 

25 OySQQQCAOC TevQCXnOCS^ OCIGSEftCIT OAQSGCaQS raOOOCacSG 750 

CICAGICATC CIGQC5IQG?iG CIQOCOaaG GGCTrnGIG GCftG0Ca333 800 

•nacaGTiGG gc33C3^j2m: cAcaTicfta: oaacscM? asoGocaA. wo 

3^ G3iGC3GiaiA CXSMDSIOTIG TCG?0>AG?5G TmnGTKS ACnOOGia. 900 

G?mx3C3cnQS CAQgQGcgi iCftJocftQJc Taors3Ziac GGC3g<aftCr ^ 

TCIGC?5ITA£X3 GCAGIGOOCA CIACftCKDyS C?iG3CaiIGQC TQGIKITGCT 1000 

GOCICOmC ACACIGCAGT GCICAATCIT CTCAASIXa. JOCJyZIEGC 105O ' 

35 AQQCAOCftCr Oe^G^XSQCT CftlQCIGror AO0C?m3CX: mrymnnnn noQ 

TCECnCIGCT ClMnJ^iK^jC AG3SCAQCA ACairiGIC?^ GOCSGSSi 1250 

CCTSOOGS OSiGIJit^CSCX: CTQIGGSIGC AGZiaGICm T3IGIG3IST 1200 

G3C334GCOCA AGGITCCAJIG GS^ACAOS OOOCIftCaCS. AGIQC3CTIC 1250 

*° CTKae^Gav Gscs^^axsyx tc^otcicig lasfs^zacr cxacrooac 1300 

TICCIGAG2A 1CnA3X33iA ATiaGCXDCaC C3TK3iCTIG AagAT^AOCTT 1350 

CAICmAAGC A?a3ICACIGT G2CKICTICC TaDCAC33>C OCrCi'i.'l(JL' r 1400 ' 

AGSQCSaaGT CC3aaX3GCT AGIOCATCCX: GZiSiGXCOi CroCAGQCaC 1450 

• TCAGVOQCKT CICCAADZAT (SySCA^OGOC ATCUKSITCC C3«3GCaAaa . 1500 

CMXXnn3^ ICAOJlTJAA TaSiODOCKr J^iOOCSOK? GDCTKCror 1550 

CCTTICISiCr CAATOGICXX: CACIQCAAIS^ 1&Gri&£A CAADOCEITC 1600 

50 cxxxAATnr tsigsocic ovs^isigsqc cnumua. iraasAftG 1550 

TTEAG^HOy:: -.IGCrGGDOiA A?a3VaG3CT a?VCCI3%O0CC OJiLYi'il^T 1700 

GIGAGQCOCT GICCTICITA GTTGICCAGG TaACIJOA Ai^lC'lCAT 1750 

TC2A!IACdT CATCCAnrr •i'lUiULTiCl' dGOLTi'lLT C1KD30CC3T • 1800 

55 AAGGGGTSVC STCQCieyS:: TCI?aCACCT GiGCIOGaCT GGDCIC3G3C 1850 - 

TiOC'iUL'UjA GSIOySQSCA 'i'i'iUi'JIftTCC C1Gi'iD0C3C TCIGlCi!AGS 1900 

TSICA3GGIT CnXZTGIftACr GrCGCTSaTIC 'IGlGIOXSl CSSdSCEIGG 1950 

CIIMXCCCIT CO^EGCSDQCC AGL'lCiGGCl' >JC3flTCI(3n' Ti'lTi'mTi' 2000 

50 'iTiTlTi'ITi' TG^AAAGTS^- AAA^IITCCIT AAli'iTi'iTAa* 1DC33KI3%OC 2050 

A£n?yCX3yCAA Tr35iC»JGG3C AATKiaOCIG AIGIAMK3iA AAC?_iA*?ia. 2100 

AAAACSO^AA GCIACAACAG ACAAAGlDC ICSGS^ATCT ACfiTCBy^Pr 2150 

j5 GACACiacAT •iGCATiTAnx: AA35y3:rrGCA cnrrrszAA acigigszia 2200 

TI^OiGrocr GAftCAAG?AG GSTTTCCIGT T2A2«3Cn}KA Gl?ACnTIC 2250 
TSyZDaXSGA 'iCAIlQCjTICC IT 2272 
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SEQ1DN0.2 

10 20 30 40 50 

19-:{^lRfi7R9Q i^^^'^fi^RQQ 12 ^^^67890 1234567890 1234567890 

MTSSUUhFL LLAPITW?i!rP RAGQXPAOS GPHELESCB ELimAKRS 50 

UZKIiJLTQR PTUSIRFVSRA ALKIMjQEiLH GVPQCSLLED NREQBCSECS 100 

FAEIGaiSZrN On^LDFSFSS rSOffiO^REVQ C^iSEMTVCJ, PSNTIWILKV 150 

RVLVDSEHNX NLHATQHLI. EVTftSGW^^l, HjGFEftC?^AC SQCaiLHELV 200 

IB33v!ftQSSV IUQG?^JffiERF5' "VT^^VRVGCaC IQIHRHSEDC QGSSEWXRQ 250 

EEYVESBEIG VffiEWIIQtSG "SiJSSJFCIGQ^ ELHIftQdPCir AASEHKVLN 300 

TJjraNiJ^ftGT' TGSGSOCVPT AHRPT.STT.YY ESESNIVRID IHW\OOG 350 

CS 352 



PatentansprUche 
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1. DNA-Molekiil, das fiir ein Protein der TGF-p-Familie codiert und 

a) den fOr das reife Protein codierenden Anteii und gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in 
SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz, 

b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende 
Nukleotidsequenz, 25 

c) eine einem allelischen Derivat einer der Sequenzen aus (a) und (b) entsprechende NukJeotidsequenz, 
Oder 

d) eine mit einer der Sequenzen aus (a), (b) oder (c) hybridisierende Nukleotidsequenz umfaBt unter der 
Voraussetzung, dafi ein DN A-Mo!ektil gemaB (d) zumindest den fiir ein reifes Protein der TGF-P-Fami- 

lie codierenden Anteii vollstandig enthalt. 30 

2. DNA-MoIekOI nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es neben einem der Anteile (a) bis (d) yon 
Anspruch 1 eine Nukleinsauresequenz aufweist, die fiir zumindest einen Teil eines anderen Proteins codiert 
und so angeordnet ist. daB sich nach Expression ein Fusionsprotein ergibt 

3. Vektor, dadurch gekennzeichnet, daB er raindestens eine Kopie eines DNA-Molekuls nach Anspruch 1 
Oder 2 enthalt 35 

4. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit einer DNA nach Anspruch 1 oder 2 oder einem Vektor 
nach Anspruch 3 transformiert ist 

5. Wirtszelle nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein Bakterium, ein Pilz, eine pflanzliche oder 
eine tierische Zeile ist 

6. Protein der TGF-P-Familie. das von einer DNA Sequenz nach Anspruch 1 oder 2 codiert wird, 40 

7. Protein nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es die in SEQ ID NO. 2 gezeigte AminosSurese- 
quenz oder gegebenenfalls funktionelle Anteile davon aufweist 

8. ChimSres Protein, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Protein gemSB Anspruch 6 oder 7 und zumindest 
einen Teil eines anderen Proteins enthalt. 

9. Heterodimeres Protein, dadurch gekennzeichnet, daB es aus einem Monomer eines Proteins gemaB 45 
Anspruch 6, 7 oder 8 und einem Monomer eines anderen Proteins aus der Superfamilie mit "Cystine Knot 
MotiPbesteht 

10. Verfahren zur Herstellung eines Proteins gemaB einem der Ansprtiche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB man eine Wirtszelle nach Anspruch 4 oder 5 kultiviert und das Protein aus der Zelle oder/und dem 
KulturUberstand gewinnt ^ so 

1 1. Verfahren zur Herstellung eines heterodimeren Proteins gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB man eine Coexpression beider Monomere in einer Wirtszelle durchf Uhrt 

12. Verfahren zur Herstellung eines heterodimeren Proteins gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB man eine gemeinsame Renaturierung von EinschluBkdrpem beider Monomere bewirkt 

13. Pharmazeutische ZusammenseUung, dadurch gekennzeichnet daB sie mindestens ein Protein nach 55 
einem der Ansprtiche 6 bis 9 als Wirkstoff gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch Cblichen Trager-, 
Hilfs-, Verdunnungs- oder Fiillstoffen enthalt 

14. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 13 zur Behandlung oder Pravention von Knochen-, 
Knorpel-, Bindegewebs-, Haut-, Schleimhaut-, Endothel-, Epithelial-, Neuronal-, Him-, Renal- oder Zahn- 
schadigungen, zur Anwendung bei Zahnimplantaten, zur Anwendung in Wundheilungs- oder Gewebewie- eo 
derherstellungsprozessen, als Morphogen zum Einsatz zur Induktion von Lebergewebewachstum, Induk- 
tion der Proliferation von Voriauferzellen oder Knochenmarkszellen, zur Beibehaltung eines Differenzie- 
rungszustandes und zur Behandlung von Fertilitatsst6rungen oder zur EmpfangnisverhUtung. 

15. Anti-sense RNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie komplementar zu einem Teil eines DNA-Molekuls 
gemaB Anspruch 1 ist 65 

16. Ribozym, dadurch gekennzeichnet, daB es ein RNA-Molekul, das man nach Transkription eines DNA- 
MolekUls nach Anspruch 1 erhait, spezifisch spaltet 

17. Verwendung einer Antisense-RNA gemaB Anspruch 15 oder eines Ribozyms gemaB Anspruch 16 zur 
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Blockierung der Expression eines Proteins gemaB einem der Anspruche 6 und 7. 

18. Verwendung einer DNA-Sequenz gem§B Anspruch 1 oder 2 oder eines Vektors gemaB Anspnich 3 zur 
in vitro oder in vivo Transfektion von Patientenzellen. 

19. Antikorper oder Antikorperf ragmen te, dadurch gekennzeichnet, daB sie an ein Protein nach einem der 
5 Anspruche 6 bis 9 binden. 

20. Rezeptor, dadurch gekennzeichnet, daB ein Protein gemaB einem der AnsprQche 6 und 7 spezifisch an 
ihn bindet 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 
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Fig. 1 



10 20 30 40 

MP121 CCRaEFFVDF REIGWHDWII aPEGYAMNFC IGQCPLHIAG 

INHIB PA CCKKaFFVSF KDIGWNDWII APSGYHANYC EGECPSHIAG 

INHIBpB CCRQaFFIDF RLIGWNDWII APTGYYGNYC EGSCPAYLAG 

INHIB a CHRVALNISF QELGWERWIV YPPSFIFHYC HGGCGLHIP- 

*+ + + + + ++* ++ + ** +**+ * ++ + * * ^++++4 + 



- 50 60 70 BO 

MP121 HPGIAASFHT AVLNLLKANT AAGTTGGGSC C--VPTARRP 

INHIB pA TSGSSLSFHS TVINHYRMRG HSPFANLKSC C--VPTKLRP 

INHIB pB VPGSASSFHT AVVNaYRMRG LNP-GTVNSC C--IPTKLST 

INHIB a — PNLSLPV PGAPPTPAOP YSLLPGAQPC CAALPGTMRP 

+ + + *+++ ++ + 4 + -J^ 4*+ + + 



90 

MP121 LSLLYYDRDS 
INHIB PA MSMLYYDDGa 
INHIB PB MSMLYFDDEY 
INHIB a LHVRTTSDGG 



100 110 

NIYKTD-iPO HVVEACGCS 

NIIKKD-iaN MIVEECGCS 

NIVKRD-VPN MiVEECGCA 

YSFKYETVPN LLTaHCACI 

4 + +* 4 44 4 44 '3^4*4 
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ZEICHNUNGEN SEITE 2 Nummer: DE 196 11 243 A1 

Int. Cl.^: C07K 14/496 

OffenI gungstag: 4. Januar1996 

Fig. 2a ecori ncoi 

OD ATGAATTCCCATGGACCTGGGCTGGMAKGAMTGGAT 

BMP 2 ACGTGGGGTGGAATGACTGGAT 

BMP 3 ATATTGGCTGGAGTGAATGGAT 

BMP A ATGTGGGCTGGAATGACTGGAT 

BMP 7 ACCTGGGCTGGCAGGACTGGAT 

TGF-pi AGGACCTCGGCTGGAAGTGGAT 

TGF-P2 GGGATCTAGGGTGGAAATGGAT 

TGF-f33 AGGATCTGGGCTGGAAGTGGGT 

INHIBIN a AGCTGGGCTGGGAACGGTGGAT 

INHIBIN ACATCGGCTGGAATGACTGGAT 

INHIBIN p0 TCATCGGCTGGAACGACTGGAT . 

Fig. 2b ecori 

DID ATGAATTCGAGCTGCGTSGGSRCACAGCA 
BMP 2 GAGTTCTGTCGGGACACAGCA 
BMP 3 CATCTTTTCTGGTACACAGCA 
BMP 4 CAGTTCAGTGGGCACACAACA 
BMP 7 GAGCTGCGTGGGCGCACAGCA 
TGF-pi CAGCGCCTGCGGCACGCAGCA 
TGF-P2 TAAATCTTGGGACACGCAGCA 
TGF-P3 CAGGTCCTGGGGCACGCAGCA 
INHIBIN a CCCTGGGAGAGCAGCACAGCA 
INHIBIN p^ CAGCTTGGTGGGCACACAGCA 
INHIBIN Pb CAGCTTGGTGGGAATGCAGCA 
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Figur 3 : Schematisierter Western blot mit Huhner Antikorpern 
gegen MP121 

1: E.coli Zellen transf ormiert mit pBP4MP121His unter 

reduzierenden Bedingijngen (1% S-Mercaptoethanol) 

2: Zellkulturuberstand von NIH-3T3 Zellen nach Infektion mit 

rekombinanten Viren (mit insertierter MP121 cDNA) unter 

reduzierenden Bedingungen (1% B-Mercaptoethanol) 

3: Zellkulturuberstand von NIH-3T3 Zellen nach Infektion mit 

rekombinanten Viren (mit insertierter MP121 cDNA) unter nicht 

reduzierenden Bedingungen 

M : vorgef arbter Protein-Molekulargewichtsmarker mit den ange- 
gebenen apparenten Molekulargewichten (Gibco BRL #26041-020) 

508 061/720 



OE10Stt243 Af 
C07K 14/495 

4. Januar 1996 



BNSDOCID:<DE 19511243A1 I > 



